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El modo reproductivo de ocho ecotipos de mora de Castilla pertenecientes a la 
colección de materiales de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira se 
evaluó mediante: el clareo de  sacos embrionarios, estimación de la viabilidad del 
polen y variabilidad de medios hermanos. Los análisis indican que los ocho 
ecotipos son apomicticos facultativos. La tendencia a la sexualidad encontrada se 
debe a su origen alotetraploide con alta homeología cromosómica y por lo tanto 
formación de bivalentes. La aposporia, un tipo de apomixis en la cual el saco 
embrionario se forma a partir de la nucela, se observó en todos los ecotipos. 
Sacos múltiples o facultativos característicos de las moras apomícticas se 
registraron en seis ecotipos (mora sin espinas, Trujillo Espinas, Ranchona Juntas, 
Abrazos, Sara y Guática). La tinción de los granos de polen con carmín acético 
permitió estimar la viabilidad en los ocho ecotipos. Se encontró alta viabilidad, 
88.5% en promedio. En cuatro cebadores RAMs se estimó la variabilidad genética 
en cinco progenies de medios hermanos de los ocho ecotipos. En todos se 
registró variabilidad genética y hubo plántulas que presentaron el mismo patrón. 
Estas pueden provenir de apomixis.   
 
De acuerdo al tipo de apomixis observado, la sexualidad, la alta viabilidad polínica,  
la variabilidad genética y la importancia del polen para la formación de 
infrutescencias y semillas, se puede  decir que los ocho ecotipos de mora de 
Castilla se reproducen principalmente por la vía sexual y por aposporia 
pseudogámica un proceso característico de las moras apomícticas, donde la 
viabilidad del grano de polen es indispensable para activar la apomixis y fertilizar 
solo al endospermo.  
 
Palabras clave: Ecotipos, Apomixis, Aposporia, viabilidad polínica, pseudogamia, 










Reproductive mode of eight ecotypes of Rubus glaucus belonging to the collection 
of the National University of Colombia campus Palmira was evaluated using: 
cleared of embryonic sacs, viability estimation of pollen and variability of half sibs. 
Analysis shown that eight ecotypes are facultative apomictic. Sexual tendency 
found is due its alotetraploid origin with chromosomal homology and as a 
consequence the formation of bivalents. Apospory, a kind of apomixis in which the 
embryonic sac is formed from nucellus was observed in all ecotypes. Multiple or 
facultative sacs that are characteristics of apomictic blackberries were observed in 
six ecotypes (blackberry thornless, Trujillo Espinas, Ranchona Juntas, Abrazos, 
Sara and Guatica). The staining of pollen grains with carmin acetic allowed 
estimation of viability in the eight ecotypes. High viability was found, 88.5% in 
average. Using four primers RAMs, genetic variability in five springs of half sibs 
was evaluated in the eight ecotypes. genetic variability was found in all ecotypes 
and there were plants showing the same pattern of bands. These plants could be 
formed by apomixis.  
According to the observed type of apomixis, the sexuality, high pollen viability and 
genetic variability and the importance of pollen for infructescences and seed set, is 
possible to argue that the eight ecotypes have mainly sexual reproduction and 
pseudogamic apospory, a characteristic process of apomictic blackberries, where 
the viability of pollen grains is necessary for activating apomixis and fertilization of 
endosperm only.  
 









La mora de Castilla pertenece al género Rubus (subgénero Eubatus), que incluye 
cerca de 750 especies la mayoría altamente heterocigotas y apomícticas. El 
subgénero Eubatus incluye las moras europeas, asiáticas, africanas y americanas. 
Es una fruta socialmente importante porque muchos campesinos dependen 
económicamente de su cultivo. Tiene buena aceptación en el mercado para el 
consumo en fresco y procesado. Es la especie más importante económicamente 
de las 44 especies de la familia Rosaceae que se encuentran en Colombia.  
El nombre mora de Castilla se originó en la época colonial, entre familias nobles 
que creían que la mora procedía de Castilla, España.  Fue descubierta por Hartw y 
descrita por Benth, llamada Rubus del latín rojo y glaucus del latín blanquecino, 
debido al color del envés de sus hojas. Se caracteriza por tener el haz de sus 
hojas y el tallo verde azulosos, los frutos morados y de diferentes tamaños y 
formas, dependiendo de cada ecotipo. 
Existen en el país diferentes ecotipos de mora de Castilla conocidos por los 
agricultores de acuerdo a las características del fruto, productividad, resistencia a 
factores bióticos y abióticos y  la presencia o ausencia de acúleos (llamados 
comúnmente espinas). Entre los ecotipos se encuentran las moras Pajarita, 
Hartona, Ranchona, Castilla, Mora sin espinas, San Antonio etc. 
En el país se cultivan otras especies de mora consideradas por algunos autores 
como sinónimos de la mora de Castilla. En Antioquia, Valle del Cauca, Santander 
y Cundinamarca se cultiva Rubus bogotensis, de frutos apretados y poco jugo.; 
Rubus giganteus se encuentra principalmente en Cundinamarca y frutos grandes.; 
Rubus melagococos se encuentra sembrada en Caldas, Cundinamarca y Cauca y 
también tiene frutos grandes.  
Se considera una especie en proceso de domesticación porque las casi 11000 
hectáreas cultivadas en el país han sido originadas mediante la selección de 
plantas silvestres. A pesar de ser un cultivo importante las investigaciones 
realizadas sobre su biología floral y modo de reproducción han sido limitadas. 
Los estudios relacionados con la biología floral y comportamiento reproductivo 
llevados a cabo en la mora de Castilla han dado a conocer características 
morfológicas de la flor, polinizadores, alogamia, autoincompatibilidad,  plasticidad 
reproductiva y posibles cruzamientos con las especies silvestres como Rubus 





La mayoría de las moras estudiadas son diploides (2n=14) y autoincompatibles,  
aunque hay poliploides  autocompatibles. Los procesos de colonización de nuevos 
ambientes han generado moras apomícticas y la hibridación entre moras 
apomícticas diploides ha generado moras poliploides (2n=28, 35, 42, 56,86).  
La apomixis, número cromosómico y nivel de ploidia en las moras europeas, 
asiáticas, africanas y norteamericanas se ha determinado a través de estudios 
citológicos, embriológicos, fenotípicos y moleculares. Sin embargo estudios 
citológicos y embriológicos no han sido llevados a cabo para determinar presencia 
de apomixis en la mora de Castilla Colombiana. Agricultores de Antioquia que 
están propagando la mora comercialmente a través de semilla aseguran que las 
plantas hijas conservan las características de las plantas madres, sugiriendo la 
presencia de apomixis. 
Dada la importancia para los agricultores colombianos y el desconocimiento que 
se tiene sobre esta especie, se hace necesario realizar estudios básicos para 
determinar presencia de apomixis y comportamiento reproductivo, que sirva para 














Una de las actividades agronómicas más importantes en el cultivo de la mora es la 
propagación, comúnmente se utilizan métodos vegetativos como acodos 
terrestres, acodos aéreos, estaca y microestacas. El más usado es por estacas 
porque es sencillo de aplicar y económico, pero es un medio de diseminación de 
una enfermedad muy limitante del cultivo la antracnosis ocasionada por 
Colletotrichum sp. La propagación por semilla ha sido poco utilizada por 
agricultores, aunque en los últimos años especialmente en el departamento de 
Antioquia se está propagando cultivos comerciales (250 ha) del ecotipo San 
Antonio. Los agricultores aseguran que las plantas hijas tienen crecimiento 
uniforme y conservan las características deseables de las plantas madres. 
La propagación por semilla puede proporcionar más plantas que los otros métodos 
debido al número de semillas que tiene un fruto y el de frutos que produce una 
planta, además puede ser un método apropiado para prevenir enfermedades. Se 
ha dicho que la propagación por semilla necesita tratamientos pregerminativos 
como escarificación mecánica o química para eliminar la dormancia, el porcentaje 
de germinación varia y la germinación y el desarrollo de las plantas es lento, sin 
embargo los agricultores que propagan la mora por este método aseguran solo 
utilizar escarificación mecánica que la germinación es rápida, uniforme y las 
plantas tienen un desarrollo normal. 
Las plantas que están propagando los agricultores a través de semilla y el resto de 
plantas cultivadas de mora del país no han sido estudiadas desde el punto de vista 
reproductivo. Se desconoce si los materiales propagados por semilla son 
apomicticos. La apomixis es un modo de reproducción documentado en el género 
Rubus y en las moras americanas, europeas asiáticas y africanas. 
Los ecotipos cultivados a través de semilla según la uniformidad de las plántulas y 
la continuidad de las características maternas, mencionadas empíricamente por 
los agricultores colombianos sugieren la presencia de apomixis y posiblemente 
también en silvestres. 
El estudio de la apomixis en la mora de Castilla será una contribución importante 
para el conocimiento reproductivo de esta especie y una base para desarrollar 
estrategias de mejoramiento futuras. Las ventajas que ofrece la apomixis 









 Contribuir al conocimiento reproductivo de la mora de Castilla Rubus 
glaucus Benth mediante la detección de apomixis en germoplasma 
seleccionado. 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 
 Determinar presencia de apomixis mediante clareo de sacos embrionarios 
en ecotipos de mora de Castilla. 
 Estimar la viabilidad del polen en ecotipos de mora de Castilla. 
 Estimar la variabilidad genética en progenies de materiales seleccionados 















3. MARCO TEÓRICO 
3.1 GÉNERO Rubus 
La mora de Castilla pertenece al género Rubus, que incluye cerca de 750 
especies, la mayoría altamente heterocigotas y apomicticas (Robertson, 1974; Lu, 
1983; Gu et al., 1993; Thompson, 1995). Se encuentra distribuido en todos los 
continentes, excepto en la Antárctica (Hummer, 1996). 
La poliploidia y la hibridación son prevalentes en el género. Solo los subgéneros 
Idaeobatus, Dalibarda y Anoplobatus son predominantemente diploides, mientras 
Dalibardastrum, Malachobatus y Orobatus son exclusivamente poliploides, 
llegando hasta dodecaploides (Thompson, 1995, 1997). La hibridación se presenta 
en Rubus con mayor frecuencia entre especies estrechamente relacionadas 
(Steele y Hodgdon, 1963, 1970; Naruhashi, 1979, 1990; Kraft, Nybom y 
Werlemark, 1995) y algunas veces entre subgéneros (Gustafsson, 1942; Jennings, 
1978; Weber, 1995; Alice et al., 1997).  
En Colombia se reportan 44 especies del género Rubus. De éstas, nueve son 
comestibles (Oliveros, 2000). La mora de Castilla es la especie más importante del 
genero Rubus en Colombia 
3.2 ORIGEN, DOMESTICACIÓN Y DISTRIBUCIÓN DE LA MORA.  
Las moras europeas, asiáticas, africanas y americanas pertenecen al subgénero 
Eubatus que comprende alrededor de 132 especies, en el que se han 
domesticado tres grupos. 
En el primer están las moras de Europa y Asia, con amplio número de tetraploides 
los cuales pueden ser considerados como una población simple caracterizada por 
diversidad morfológica y diferenciación ecológica. Los únicos diploides 
sobrevivientes de este grupo son R. tormentosus y R. hulmifolius (Jennings,1976). 
 
 
El segundo grupo contiene las moras del este de América Oriental, caracterizadas 
por ser de porte erecto y rastrero, con un gran número de formas poliploides y solo 




Al tercer grupo pertenecen las moras rastreras del oeste de América que están 
geográficamente separadas por praderas y rocas. En este se encuentra un 
número de cromosomas entre 56 y 86. El origen de este grupo es menos 
entendido porque que no hay rastro de niveles de ploidia bajos (Jennings, 1976). 
 La mayoría de las moras estudiadas son diploides con número básico x=7, 2n= 14 
y autoincompatibles, pero este sistema se ha perdido por la poliploidia de algunas 
especies del grupo (Jennigs, 1976). Los grupos del este de América y Europa 
solían ser consideradas como especies apomícticas obligadas o facultativas, sin 
embargo recientes evidencias revelan que la apomixis ocurre a través de 
aposporia o disporia. A su vez las moras europeas tienen un sistema reproductivo 
versátil en el cual todos los gametos son formados por meiosis; algunas células 
del ovario podrán ser fertilizadas y originar hijos sexuales, pero otras son 
diploidizadas. Las variaciones con o sin fertilización dan un amplio rango de tipos 
cromosomales (Jennings, 1976). 
La mora de Castilla ha sido propuesta de origen híbrido inter-genérico entre una 
zarzamora del subgénero Rubus y una mora suramericana del subgénero Eubatus 
según Darrow (1952) y apoyado por estudios hechos en pigmentos de 
antocianinas entre la mora de Castilla y sus parentales por Jennings (1978). Estos 
autores mencionan que la mora de Castilla es un alotetraploide (poliploide que 
presenta más de un tipo de genoma procedente de la hibridación entre dos o más 
especies). 
3.3 CENTROS DE ORIGEN DE LA MORA DE CASTILLA Rubus glaucus Benth 
La mora de Castilla Rubus glaucus Benth cultivada comercialmente en Colombia 
fue descubierta por Hartw y descrita por Benth. Tiene como centro de origen las 
zonas altas tropicales de América principalmente Colombia, Ecuador, Panamá, 
Guatemala, Honduras, México y Salvador, entre 1500 y 3100 m.s.n.m (Franco y 
Giraldo, 2000). 
3.4  DESCRIPCIÓN BOTÁNICA DE LA MORA DE CASTILLA 
 Las plantas de mora de Castilla son arbustos de hasta 1.5 m de longitud. Tallos 
teretes, ejes glaucos y glabros. Hojas compuestas y trifoliadas; estipulas 
basipecionlares, largo-lanceoladas, glabras; pecíolos 3.8-8 cm largo; folíolos 
ovado-lanceolados, largo-acuminados, 6-9 cm largo, 2,5-3,5 cm ancho, márgenes 
serruladas, glabras por el haz, y blanco-tomentosas por el envés. Inflorescencias 
terminales, racemoso-paniculadas; pedicelos largos, más o menos aculeados, con 
pelos glandulosos rojos, espaciados, brácteas ovadolanceoladas, enteras o 
lobadas en el ápice, con pelos glandulosos rojos. Cáliz densamente tomentoso 
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con pelos blancos, lóbulos ovado-triangulados, abruptamente acuminados, 
terminados en una súbula, con pelos glandulosos rojos por el envés; pétalos 
blancos; filamentos blancos, hasta 3 mm largo. Pistilos hasta 4 mm largo, blancos, 
ovarios densamente tomentosos. Frutos hasta 2.6 cm (Zamorano, 2007). 
3.5 BIOLOGÍA FLORAL DE LA MORA DE CASTILLA 
La inflorescencia de la mora de Castilla es en racimos normalmente de 11 a 60 y a 
veces 150. La flor es pentámera con el cáliz y los cinco sépalos verdes. Pétalos 
blancos alrededor del androceo y gineceo. Las flores están dispuestas de a tres 
por yema, alternas, comenzando por una flor solitaria terminal (Botero, 1994).  
La flor tiene de 50 a 100 estambres alrededor de igual número de pistilos. Cada 
pistilo o carpelo tiene un ovario que da origen a un fruto pequeño y carnoso 
llamado drupa. Entre el androceo y el gineceo, el néctar es segregado en 
abundancia y su concentración es de 28 a 31% (McGregor, 1976). En este tipo de 
flor primero se libera el polen de los estambres más externos que normalmente 
cae  afuera, mientras los más internos son, por su ubicación, los únicos que logran 
fertilizar algunos estigmas directamente adyacentes si no hay un agente 
transportador (Free, 1968). La flor empieza a secretar néctar tan pronto empiezan 
a abrirse los pétalos, alcanzando su máxima atracción al ocurrir la dehiscencia de 
anteras, cuando los pétalos están más extendidos, mayor cantidad de néctar es 
secretado. Sobre el anillo nectarífero se van ubicando las abejas visitantes, 
recorriendo la flor circularmente, untándose de polen que queda adherido a sus 
cuerpos pilosos. En su visita a la próxima flor y al efectuar el mismo recorrido, este 
polen adherido caerá sobre los estigmas y se dará la polinización (Free, 1960). Al 
ocurrir esto, los pistilos se ven oscuros, ennegrecidos y se curvan hacia dentro 
sobre los carpelos (Free, 1968). El fruto es un agregado de drupas adheridas al  
receptáculo floral. 
3.6 GENERALIDADES DE LA APOMIXIS 
La apomixis es un modo de reproducción asexual en la cual se producen 
embriones genéticamente idénticos a la planta madre sin que intervengan los 
procesos de meiosis y fecundación. Debido a su potencial económico la apomixis 
cada vez está siendo más estudiada. Ha sido descrita en más de 400 especies de 
plantas siendo muy común en las familias Poaceae, Compositae y Rosaceae. Con 
excepción de los géneros Citrus, Malus  y algunos pastos forrajeros como Poa y 
Panicum, la apomixis no es común en cultivos agrícolas importantes (Asker y 
Jerling 1992; Cubero 2003; Koltunow 1993; Ortiz et al., 2004). 
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La apomixis fue descrita por primera vez en 1841 en la especie  dioica Alchornea 
ilicifolia por J. Smith. Al aislar plantas femeninas estas florecieron y produjeron 
semillas en abundancia. Pero fue el padre de la genética Gregor Mendel, uno de 
los primeros en utilizar plantas apomicticas  al realizar cruces entre especies del 
género Hieracium para tratar de  confirmar los resultados obtenidos en sus 
celebres estudios sobre la herencia de los guisantes. La falta de segregación 
observada por Mendel fue atribuida a una supuesta frecuente autopolinización. 
Hoy se conoce que muchas especies de este género son apomícticas (Asker y 
Jerling 1992; Ortiz et al., 2004). 
La apomixis ha evolucionado como un sistema de reproducción alternativo a la 
reproducción sexual. El óvulo desarrolla en algunos casos una semilla cuyo 
embrión contiene exactamente el mismo genotipo de la planta que lo origina 
(Asker y Jerling 1992, Ortiz et al, 2004). Dentro esta se consideran dos fenómenos 
totalmente diferentes que tienen en común el proceso de aborto sexual: 
Viviparidad es la transformación de los órganos reproductores en vegetativos es 
decir las flores o inflorescencias se transforman en propagulos aunque se discute 
si este proceso puede considerarse como apomixis o reproducción vegetativa 
(Cubero,2003). 
Agamospermia. Es la apomixia en sentido estricto. Falla la reproducción sexual 
pero se pueden forman semillas de origen asexual. (Cubero, 2003) 
Los embriones apomícticos pueden formarse a través de una ruta esporofítica o 
gametofítica. En la primera, también llamada embrionía adventicia, los embriones 
surgen directamente de una célula somática de la nucela o de los tegumentos del 
óvulo. Comúnmente se forman embriones múltiples a partir de células nucelares 
(esporofíticas) que comparten el óvulo junto con el embrión de origen sexual y 
utilizan su endospermo para desarrollarse. Esta forma de apomixis aparece 
comúnmente en los cítricos, los cuales se convirtieron en un sistema modelo para 
estudiar el proceso (Asker y Jerling 1992; Ortiz et al., 2004). 
 
 
3.7 APOMIXIS GAMETOFÍTICA 
Se forman siempre sacos embrionarios que difieren en algunos aspectos del 
gametófito femenino haploide (n) generado a partir de la megáspora funcional. 
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Su principal diferencia es precisamente el hecho de ser diploides (2n) ya que los 
núcleos que los conforman no han pasado por el proceso meiótico y por lo tanto 
no han reducido su contenido de ADN. Por eso se dice que estos sacos 
embrionarios o megagametófitos surgen por un proceso de apomeiosis (Asker y 
Jerling 1992; Ortiz et al., 2004). 
De acuerdo con el origen de la célula que genera al saco embrionario y al 
embrión, la apomixis gametofítica puede ser clasificada como:  
Diplosporía cuando el saco embrionario se origina a partir de la célula madre de 
la megáspora misma ya sea por mitosis o luego de una falla en la meiosis  
Aposporía cuando el saco embrionario se origina directamente por mitosis a partir 
de una célula somática, usualmente una célula de la nucela.  
Los sacos embrionarios, sean éstos apospóricos o diplospóricos, contienen un 
gameto femenino 2n, la ovocélula, a partir de la cual se desarrolla directamente el 
embrión por partenogénesis sin que exista fecundación. Mientras en el proceso 
sexual la reducción meiótica se complementa con la fecundación que restaura el 
nivel de ploidía 2n, en la apomixis gametofítica la ausencia de reducción se 
complementa con la partenogénesis (Asker y Jerling 1992; Ortiz et al., 2004). 
En la apomixis gametofítica la partenogénesis excluye uno de los procesos de la 
doble fecundación: la unión de los gametos masculinos con los femeninos (Ortiz et 
al., 2004). Aunque necesariamente no se anula la fecundación de los núcleos 
polares en algunos casos el endospermo puede desarrollarse sin la unión de un 
gameto masculino con los núcleos polares del saco embrionario apospórico o 
diplospórico. En muchas especies apomícticas, como en la mayoría de las 
poaceas tropicales, es necesario que un gameto masculino se fusione con el o los 
núcleos polares de la célula central del saco embrionario para formar el 
endospermo. A este proceso se lo llama pseudogamia. Los sacos embrionarios 
diplospóricos conservan la típica estructura de los sacos embrionarios de origen 
meiótico, con siete células y ocho núcleos. Sin embargo, en la aposporia tienen 
una constitución distinta y muy variable. En poaceas tropicales o subtropicales, el 
saco apospórico se forma por dos mitosis consecutivas, con permanencia de los 
cuatro núcleos en un solo polo celular. Así se organiza un megagametófito con 
una ovocélula flanqueada por dos sinérgidas y una célula central uninucleada. En 
Paspalum los sacos generalmente tienen una célula central con dos núcleos 
polares y a veces tres. Esta característica es importante porque debido a la 
pseudogamia, a veces la relación genómica materna:paterna del endospermo es 
distinta en las plantas sexuales y en las apospóricas. En las sexuales, hay una 
relación 2:1 materno/paterno (madre n + n; padre n), mientras que en las 




Usualmente la apomixis no altera la formación del microgametófito y la meiosis 
ocurre normalmente en las anteras generando polen viable y reducido. Además, 
apomixis y sexualidad no son procesos mutuamente excluyentes ya que pueden 
aparecer simultáneamente sacos reducidos y no reducidos apomícticos en una 
misma planta, en una misma inflorescencia y aún en un mismo óvulo. Una planta 
apomíctica capaz de generar al menos una parte de su progenie por medios 
sexuales se conoce como facultativa aunque se desconoce cómo se origina. En 
los genotipos apomícticos facultativos las progenies segregan como clases 
maternas (2n + 0) y no maternas o aberrantes (Ortiz et al., 2004). 
Hay tres tipos diferentes de individuos aberrantes que pueden encontrarse en la 
progenie de una planta apomíctica (Ortiz et al., 2004): 
 1) híbridos BIII (2n + n) que resultan de la fecundación de una ovocélula no 
reducida 
 2) híbridos BII (n + n) que resultan de la fecundación de una ovocélula reducida  
3) haploides (n + 0) generados por partenogénesis a partir de una ovocélula 
reducida. 
La apomixis gametofítica se relaciona siempre con la poliploidía. En general 
aparece en especies que presentan bajos niveles de ploidía (usualmente 
diploides) que se reproducen por sexualidad y otras de mayor nivel de ploidía (tri, 
tetra o pentaploides) que se reproducen por apomixis. Estos complejos integrados 
por individuos sexuales y apomícticos de distinto nivel de ploidía se conocen como 
complejos agámicos y se consideran estructuras reproductivas complejas y 
evolucionadas donde la sexualidad permite la generación de nuevos genotipos y la 
apomixis la propagación clonal muy eficiente de las combinaciones genéticas 
superiores (Ortiz et al., 2004). 
 
 
3.8 MÉTODOS DE DETECCIÓN DE LA APOMIXIS 
 
Para identificar las plantas utilizadas en el análisis genético de las especies 
apomícticas, se utilizan métodos fenotípicos, caracterización citoembriológica, 
marcadores genéticos y pruebas biológicas Estos métodos permiten la 
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clasificación de la progenie derivada de la cruza de planta asexual y sexual para 
determinar con precisión el modo de reproducción.  
 
3.8.1 Identificación fenotípica 
 
La detección fenotípica de la apomixis incluye la identificación de parentales 
maternos herocigotos y su progenie (propagada por semillas), sin observar 
segregación, o en el caso de apomictos facultativos la presencia de varias 
progenies con total heterozigosidad. La clasificación fenotípica puede implicar 
menos trabajo que cualquier otra técnica para la detección de la apomixis, pero es 
la menos confiable. La codominancia o  dominancia incompleta son necesarias 
para la correcta clasificación de los heterocigotos.  
Otros factores, como la interferencia crossing over en la meiosis, pueden hacer 
que las progenies parezcan tener el genotipo de la madre cuando en realidad no lo 
son.  
El análisis de los rasgos que no pueden clasificarse visualmente (actividad 
enzimatica, la producción de almidón, etc) pueden proporcionar suficiente 
información adicional fenotípica en gran medida para mejorar la precisión 
(Khokhlov,1970).  
En ausencia de pseudogamia, la emasculación y el aislamiento del parental 
materno puede proporcionar pruebas a la apomixis. En este caso, si las semillas 
fértiles se producen en ausencia de polen, la apomixis es probable. Además, la 
producción de un alto porcentaje de granos de polen estériles es tradicional 
indicador confiable de apomixis para plantas autogamas (Asker y Jerling 1992).  
 
 
3.8.2 Detección citoembriológica 
 
La detección también puede hacerse observando la composición de las células del 
saco embrionario ya que dependiendo de la ruta apomictica habrá una 
composición distinta de estas células. El saco sexual tipo Polygonum está 
compuesto de siete células y ocho núcleos (una ovocélula, dos sinérgidas, dos 
antípodas, dos núcleos polares; los sacos apospóricos tipo Panicum por dos 
sinérgidas, una ovocélula y un núcleo polar y el Paspalum dos sinérgidas, una 
ovocélula y dos núcleos polares Savidan, 2000; Asker y Jerling, 1992). Este tipo 
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de saco embrionario ha sido encontrado en las moras apomicticas por diferentes 
autores (Thomas 1940; Einset 1951; Pratt y Einset 1955, Pratt et al., 1958; 
Jennings et al., 1967; Czapik 1981,1983; Amsellem et al., 2002). 
La detección puede hacerse observando el desarrollo de la megaspora y el 
embrión para ver si hay  reducción de material genético y  observar la naturaleza 
cromosómica en su formación y descartar la posibilidad de fusión gamética. Esto 
puede ser laborioso, pero permite la detección y clasificación de la forma de 
apomixis. Estos estudios incluyen las formas reducidas partenogénesis, 
pseudogamia, androgénesis, apogamia en sinérgidas, o las formas no reducidas 
semigamia, pseudogamia, partenogénesis, apogamia en sinérgidas, o apogamia 
en antípodas. La meiosis que lleve al desarrollo de cada una de estas formas 
puede proceder de maneras diferentes. Todas las formas reducidas comienzan 
con la meiosis normal, mientras que las no reducidas pueden comenzar con fallas 
en el proceso meiotico o divisiones mitóticas. Estos son observados en placas de 
células en diversas etapas y la determinación del nivel de ploidía tanto de la 
megaspora y los tejidos circundantes (Khokhlov, 1970). 
 
3.8.3 Métodos biológicos 
 
Métodos biológicos como pruebas de auxina y citológicas, han sido útiles en 
mostrar las características  apomícticas. La prueba de la auxina puede ser usada 
para demostrar la estimación de la frecuencia de la apomixis en pasto azul 
apomíctico facultativo (Sherwood, 2001). 
 La prueba utiliza una auxina sintética colocada en la inflorescencia antes de la 
antesis, lo que induce apomixis partenogenética. En cada una de estas plantas se 
desarrollan los granos que forman embriones maduros pero no endospermo. La 
diferencia en la frecuencia entre las progenies de plantas que forman endospermo 
y las que no forman permite estimar la capacidad apomíctica de los padres 
seleccionados (Mazzucato et al., 1996). 
 
3.8.4 Marcadores moleculares 
 
La idea de utilizar marcadores moleculares en estudios de genética de la apomixis 
ha sido remitida por la mayor comprensión de la apomixis gametofitica y 
esporofitica (Spillane et al., 2001).  
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El uso convencional y de marcadores moleculares en la evaluación de la apomixis 
en plantas ha seguido tres estrategia principales. La primera es la cartografía y el 
descubrimiento de genes para identificar locis que controlan la apomixis (Spillane 
et al., 2001). Marcadores moleculares como RFLPs, RAPDs, y AFLPs son 
probados en poblaciones segregantes con sus respectivos padres a través de 
diferentes estrategias de mapeo para detectar polimorfismo. Si se encuentra 
polimorfismo son examinados mas marcadores en la zona y el análisis de 
ligamiento se realiza para determinar grupos de ligamiento presentes para crear 
un mapa de la región genómica asociada con la apomixis. El problema con esta 
técnica es que hay pocos rasgos específicamente relacionados con la apomixis 
que pueden ser utilizados como marcadores. Según Sherwood (2001) los genes 
de apomixis no tienen efectos conocidos sobre características de la planta.  
Una segunda estrategia que incluye el uso de marcadores moleculares usa 
sistemas modelo de caracterización sexual como en Pennisetum glaucum y Zea 
mays. Para mostrar cómo los marcadores moleculares trabajan dentro de este 
sistema, se introduce la apomixis en el material sexual P. glaucum.  
Ozias et al. (1992) identificaron los marcadores moleculares  RFLPs y RAPDs, que 
demostraban la presencia de apomixis en Pennisetum squamulatum mediante el 
uso de progenies BC3 más otros cuatro genotipos presentes en el pedigree 
original y la aplicación de dos tipos distintos de marcadores moleculares 
dependientes de la secuenciación del ADN o el arreglo en los estudios de 
ligamiento. 
Los marcadores convencionales pueden ser utilizados para el análisis de la 
progenie después de un caso de hibridación entre una cruza de especies 
facultativas y sexuales (Spillane et al., 2001).  
 
3.9 APOMIXIS EN MORA 
En el género Rubus la apomixis ha sido documentada por diferentes autores 
(Crane, 1940; Gustafsson, 1943; Einset, 1951; Jennings et al., 1967; Czapik, 1981, 
1983; Nybom, 1985, 1988, Antonius y Nybom, 1995; Kollmann et al., 2000; 
Amsellem et al., 2001, 2002) y en moras europeas, asiáticas y americanas (Einset, 
1951; Pratt et al., 1955; Nybom, 1996, 1995.; Antonius y Nybom, 1995). 
La apomixis en la mora de Castilla no ha sido reportada aunque agricultores de 
Antioquia que propagan sus cultivos a través de semilla afirman que las plantas 




En muchas especies de mora poliploides estudiadas se ha reportado apomixis 
facultativa (Antonius y Nybom, 1995). La semilla es producida sin la fertilización 
del grano de polen produciéndose progenies idénticas a la planta madre aunque 
en cruces experimentales (Antonius y Nybom, 1995) demostraron, dependiendo 
de los genotipos parentales involucrados, que del 0-40% se puede producir semilla 
sexual. La polinización es necesaria para activar el desarrollo de semilla 
apomíctica.  
La fertilidad del polen es usualmente baja debido a una pobre formación de 
bivalentes en la meiosis, especialmente en las especies triploides (Antonius y 
Nybom, 1995). Híbridos de especies de mora poliploides a menudo presentan alta 
fertilidad en el polen en las dos especies parentales debido a apareamiento 
cromosómico en la meiosis. Muchos de estos híbridos son completamente 
sexuales y en la recombinación genética aparentemente han perdido los genes 
para la apomixis en los genomas de sus parentales (Antonius y Nybom, 1995). 
 
 
3.9.1 Formas de detección de la apomixis en mora 
 
3.9.2 Detección citogenética 
 
La apomixis en el género Rubus ha sido documentada a través de estudios 
citológicos y embriológicos (Einset, 1951; Pratt et al,. 1958; Jennings et al., 1967; 
Czapik, 1981,1983; Amsellem et al., 2002) 
 Entre los tipos de apomixis comúnmente encontrado en las especies de mora se 
encuentran la aposporia-pseudogamia. 
Einset (1951) realizó conteo de cromosomas somáticos en especies con diferentes 
ploidias del subgénero Eubatus. Todas las plantas parentales tuvieron una alta 
proporción de medios hermanos apomicticos con número de cromosomas iguales 
a sus madres cuando cruzó, autopolinizó y dejo a libre polinización plantas con 
diferente numero de cromosomas. Concluyó que estos medios hermanos fueron 
producidos  a través de pseudogamia en óvulos no reducidos, además encontró 
numerosos casos de partenogénesis en las especies tetraploides. 
Prat et al. (1958) estudiaron el comportamiento reproductivo, embriología y 
características morfológicas asociadas a la apomixis en R. ideus, especie triploide. 
Encontraron sacos embrionarios apospóricos y reducidos.  Además demostraron 
la pseudogamia en polinizaciones experimentales. El número de cromosomas en 
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las progenies evidenció que los óvulos no reducidos se forman 
partenogenéticamente. 
Amsellem et al. (2002) realizaron una caracterización de la aposporia en R. 
alceifolius, una especie apomictica nativa del Sudeste Asiático. Por medio de 
observaciones en los núcleos del saco embrionario determinaron la presencia de 
aposporia y pseudogamia. Encontraron fertilización del grano de polen al óvulo en 
plantas nativas y en plantas introducidas desarrollo partenogenético del embrión y 
fertilización a los núcleos polares. 
 
3.9.3  Uso de marcadores moleculares para investigar la apomixis en Rubus 
spp 
 
La aplicación de pruebas de patrones de ADN  (minisatelites) ha determinado la 
paternidad de progenies obtenidas en polinizaciones experimentales donde se 
involucran especies de mora apomícticas. Antonius y Nybom (1995) analizaron 
patrones de bandas de ADN  en híbridos de Rubus para obtener información 
sobre el comportamiento reproductivo en este género.  
Especies suecas de mora han sido discriminadas en sus patrones de ADN 
fringerprinting  obtenidos por hibridación de la sonda M13 o los cebadores AC / TG 
y por técnicas basadas en PCR con la secuencia de cebadores M13 (GATA) 4 
(Nybom, 1996).  
Sin embargo, diferentes patrones de ADN en ocasiones han sido obtenidos, entre 
algunos materiales como en las especies tetraploides apomícticas de mora R. 
nessensis y frambuesa R. idaeus diploide sexual. La apomíctica estuvo 
representada por una solo patrón de ADN en la población mientras que todas las 
muestras de frambuesa mostraron diferentes patrones de ADN. Otro estudio se 
llevó a cabo en Missouri, EE.UU., donde se demostró en la especie apomíctica R. 
pensilvanicus que las poblaciones comprenden sólo unos pocos genotipos.  
En otro estudio todas los patrones de ADN en R. grabowskii y aproximadamente la 
mitad de las bandas en R. pedemontanus se obtuvieron  también en su híbrido R. 
vestervicensis. La distribución desigual de los patrones en el híbrido sugirieron una 
ovocélula no reducida de R. grabowskii que había sido fecundada por polen 
reducido de células diploides de R. pedemontanus (Nybom, 1996).  
Los microsatelites (SSR) y los AFLPs (polimorfismo en la longitud de los 
fragmentos amplificados) también han sido marcadores usados en investigaciones 
de apomixis en especies de Rubus. Kollmann et al. (2000)  realizaron una 
polinización experimental para investigar el comportamiento reproductivo en las 
especies europeas R. armeniacus y R. bifrons, además usaron aloenzimas y 
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AFLPs para analizar la variabilidad genética en las familias formadas. Las familias 
fueron entre 14-17% genéticamente distintas. No hubo variación genética entre 
poblaciones ampliamente separadas geográficamente. Las especies poliploides de 
Rubus son pseudogámicas apomícticas, con baja diversidad genética entre y 
dentro de familias. 
Amsellem et al. (2001) compararon el sistema reproductivo de R. alceifolius en el 
sudeste de Asia y Madagascar, aunque la tetraploidia hace difícil el análisis la 
variación por los métodos clásicos de genética de poblaciones, la diversidad 
genética de ambas poblaciones la estudiaron con AFLPs y las diferencias entre las 
progenies y sus parentales maternos con microsatélites. Las planta nativas en su 
área de distribución en el sureste de Asia producen semillas sexuales, en 
contraste, en Madagascar la reproducción sexual no explica por sí sola los 
patrones genéticos observados. Más del 85% de la progenie derivada de libre 
polinización generó genotipos multilocis idénticos a los de sus respectivas madres. 
Las semillas son producidas exclusiva o principalmente por apomixis en 
Madagascar (Amsellem et al., 2001). 
 
La técnica RAMs en estudios de variabilidad genética en mora de Castilla  
Los marcadores RAMs (microsatelites amplificados al azar) fueron descubiertos 
por Zietkiewicz et al. (1994) para medir la diversidad genética en plantas y 
animales usando primers basados en microsatélites. Esta técnica combina los 
beneficios de los marcadores microsatelites y RAPDs.  Hantula et al. (1996) 
nombraron la técnica RAMs, Seleccionaron cuatro primers (GT, ACA, CCA, CGA) 
diseñados con una longitud de 18 bases incluyendo un extremo 5’ degenerado, el 
cual sirve de anclaje para asegurar la unión del primer al inicio del microsatélite. 
Con esta técnica se amplifican vía PCR fragmentos que tienen dos microsatelites.  
Las ventajas más importantes de la técnica son su bajo costo, reproducibilidad, 
fácil utilización y alto polimorfismo (Muñoz et al., 2008). 
La técnica RAMs ha sido usada para estimar variabilidad genética en especies de 
mora (Morillo et al., 2005) y diferenciar entradas de de colección de la Universidad 
Nacional de Colombia Sede Palmira de Rubus glaucus, R. robustus y R. 
urticifolius. Los grupos genéticos se formaron de acuerdo a la procedencia 
geográfica (Valle del Cauca, Cauca, Nariño y Quindío), la especie y dentro de 
cada especie detectando duplicados. Los seis primers que utilizados encontraron 







El estudio se realizó con ocho ecotipos de la colección de materiales de mora de 
Castilla R. glaucus de la Universidad Nacional de Colombia, sede Palmira (Tabla 
1), localizada en el corregimiento de Tenerife, municipio del Cerrito, departamento 
Valle del Cauca. Los análisis  se realizaron en el laboratorio de Biología Molecular 
de la Universidad Nacional de Colombia sede Palmira. 
Tabla 1. Ecotipos de mora de Castilla utilizados para evaluar la presencia de 
apomixis, la viabilidad polínica y la variabilidad genética en medios hermanos. 
ACCESO ECOTIPO PROCEDENCIA ACÚLEOS 
UNPAM47 Mora sin espinas Salento (Quindío) no 
UNAPM13 Castilla Juntas Juntas-Ginebra- (Valle) si 
UNAPM32 Guática Guática- (Risaralda) si 
UNAPM23 Trujillo espinas Trujillo-Valle si 
UNAPM49 Abrazos Ipiales- Nariño si 
UNAPM33 Sara Manizales (Caldas) si 
UNAPM31 Ranchona Juntas Juntas- Ginebra (Valle) si 






4.2 MODO REPRODUCTIVO EN OCHO ECOTIPOS DE MORA DE CASTILLA 
4.2.3 Colecta de inflorescencias 
 
Se colectaron inflorescencias antes de la polinización en horas de la mañana y se 
colocaron en viales que contenían la solución fijadora FAA (formaldehido: acido 
acético glacial: etanol absoluto: agua destilada en proporción 3:3:41:13 v/v), las 
flores se dejaron en la solución durante 24 horas a temperatura ambiente y 
posteriormente se almacenaron en etanol al 70% a 4ºC. 
4.2.4 Extracción de óvulos 
 
De cada ecotipo se extrajeron óvulos individualmente con ayuda de un 
estereoscopio y almacenados en viales con etanol al 70% hasta proceder al 
clareo.  
 








Se siguió la metodología descrita por Young et al. (1979) donde se usa salicilato 
de metilo con modificaciones (Anexo 1). 
4.2.6 Visualización y análisis de óvulos 
 
Los óvulos clareados se montaron sobre salicilato de metilo al 100% y se 
observaron en un microscopio de contraste de interferencia. Se clasificaron como 
sexual, apomíctico, atrofiado, estéril y múltiple de acuerdo a  la presencia o 
ausencia de las células de los sacos embrionarios. Se analizaron 80 óvulos por 
ecotipo. Con los datos de la clasificación de los sacos embrionarios se realizó una 
prueba de chi cuadrado para probar si la apomixis es dependiente de los ecotipos.  
4.3 VIABILIDAD DE POLEN EN OCHO ECOTIPOS DE MORA DE CASTILLA 
4.3.1 Colecta de botones florales 
 
De cada ecotipo se colectaron botones florales en horas de la mañana y se 
colocaron en víales que contenían etanol absoluto: ácido acético glacial 3:1 v/v. Se 
dejaron en la solución 24 horas a temperatura ambiente y luego almacenados a 
4ºC. 
4.3.2 Tinción y análisis de botones florales  
 
De cada ecotipo se extrajeron anteras  con la ayuda de un estereoscopio y se 
montaron sobre un portaobjetos para macerarse y teñirse con carmín acético. 
Luego los granos de polen se observaron en un microscopio de contraste de fase 
en 10x de aumento. Se montaron cinco placas y de cada una se contaron granos 
de polen en 10 campos, los granos de polen fueron clasificados de acuerdo  a la 
tinción en carmín acético como viables, teñidos e inviables, sin tinción (Figura 2). 
Se transformaron los porcentajes de viabilidad a arcoseno para cumplir con el 
primer postulado del análisis de varianza (ANDEVA), el cual requiere que los datos 
tengan una distribución normal y no binomial, lo que ocurre cuando se trabaja con 
porcentajes. Con los datos transformados se realizó un análisis de varianza bajo 
un diseño completamente al azar para establecer si existían diferencias 




Figura 2. Granos de polen de R. glaucus viable (teñido) e inviable. 100x de aumento 
4.2 VARIABILIDAD GENETICA EN MEDIAS HERMANAS DE SEIS ECOTIPOS 
DE MORA DE CASTILLA 
4.2.3 Colecta de material vegetal e infrutescencias  de plantas madres 
 
Se colectaron hojas jóvenes de las plantas madres y se almacenaron en nitrógeno 
líquido para el transporte hasta el Laboratorio. También se colectaron 
infrutescencias maduras para extraer las semillas (Figura 3) y se almacenaron en 
bolsas plásticas. 
Para estimar la variabilidad genética se cosecharon infrutescencias de las plantas 




Figura 3. Infrutescencias maduras de mora de Castilla colectadas en Tenerife, Cerrito, 
proveniente de libre polinización para extraer las semillas y obtener los medios hermanos 
4.2.4 Obtención de plántulas 
 
Las infrutescencias colectadas se partieron  y se extrajeron de estas las semillas y 
el jugo manualmente. Esta mezcla se almacenó en frascos de vidrio con agua 
para facilitar el proceso de fermentación. Después de ocho días de fermentación 
(Figura 4) las semillas se pasaron por un colador de malla fina y se removieron 




Figura 4. Semillas de mora de Castilla, fermentadas sobre matraces para eliminar el 
mucilago. 
 
Después de secadas las semilla se aplicaron tratamientos de escarificación en dos 
ensayos para tratar de eliminar la dormancia. En las Tablas 2 y 3 se indican las 
condiciones de los tratamientos. 
Tabla 2. Descripción de los tratamientos de escarificación usados en el primer 
ensayo para eliminar la dormancia de las semillas. 
TRATAMIENTO Tiempo de inmersión   
Agua 5 minutos 
Acido sulfúrico 20% 30 minutos 
Acido ascórbico 500ppm 24 horas 





Tabla 3. Descripción de los tratamientos usados en el  segundo ensayo  
Tratamiento Tiempo de inmersión 
Agua 5 minutos 
Choque térmico 5 minutos caliente/frio 
Acido Sulfúrico 60% 5 minutos 
Acido Sulfúrico 30% 15 minutos 
Acido Sulfúrico 20% 25 minutos 
Acido Cítrico 24 horas 
 
Siembra de semillas 
Las semillas se sembraron en bandejas de germinación de 128 alveolos con turba 
previamente desinfectada con Vitavax 2g/l (Figura 5), obteniendo medios 




Figura 5. Emergencia de medios hermanos de R. glaucus, en turba como sustrato 
 
4.2.5 Extracción de ADN de plantas madre e hijas 
 
Para la extracción de ADN se utilizó el protocolo de Dellaporta et al. (1983) 
modificado por Palacio, 2003  (Anexo 1). Aunque las cantidades de ADN fueron 
altas hubo problemas con la amplificación vía PCR debido a la presencia de 
compuestos fenolicos en el ADN. Para eliminar los inhibidores de PCR se realizó 
la purificación del ADN usando un protocolo con fenol- cloroformo (Anexo 2). Para 
la extracción de ADN de plántulas se utilizó el kit DNAsy Plant Mini kit de 
QUIAGEN. En la Figura  6 se observan los patrones de ADN obtenidos con los 
tres métodos. 
Los ADN totales fueron visualizados en geles de agarosa 0.8% y teñidos con 
bromuro de etidio. Para determinar la concentración de ADN se realizó una curva 
de dilución con ADN del bacteriófago Lambda de concentración inicial 30 ng/µl y 
llevado a una concentración final de 10, 45, 60 y 100 ng/µl. El ADN cuantificado se  





Figura 6. Calidad de ADN extraído con protocolo DELLAPORTA el al. (1983), fenol-
cloroformo y minikit 
 
 
4.2.6 Amplificación de ADN vía  PCR RAMs 
 
Para la amplificación vía PCR RAMs se evaluaron cuatro cebadores (Tabla 4). Se 
preparó un cóctel con un volumen final de 25 µl. Buffer 1X, MgCl2 1.5 mM, dNTPs 
0.2 mM, Taq Polimerasa 1 U/ µl, cebador 2 µM y ADN 5ng/ µl 
Tabla 4. Cebadores RAMs utilizados para estimar la variabilidad genética en 
medios hermanos de mora de Castilla 
CEBADOR SECUENCIA (5' a 3') 
CA DBD A (CA)7 
AG HBH (AG)7  A  
TG HVH (TG)7 T 
CCA DDB (CCA)5 
Designaciones usadas para los sitios degenerados: H (A, T o C); B (G, T o C); V (G, A o 







La amplificación se realizó en un termociclador Bio Rab PTC-100 Programmable 
Termal  Controller  de MJ Research, Inc, usando las siguientes condiciones: 
desnaturalización inicial de 95 ºC por 5 minutos, seguido de 37 ciclos de 95 ºC por 
30 segundos. La temperatura de hibridación varió para cada cebador 50 ºC 
cebador (AG -CA), 55 ºC cebador (TG  ) y 58 ºC cebador (CCA)  por 45 segundos 
;extensión inicial de 72 ºC por 2 minutos y final de 72 ºC por 7 minutos.   
4.2.6.1 Visualización de los productos amplificados 
 
Los productos amplificados fueron separados por electroforesis  en geles de 
agarosa al 1.5 y 2% y visualizados bajo luz ultravioleta. La longitud de los 
productos de amplificación fue estimada por comparación con un marcador de 
peso molecular  de 100pb. Para observar las bandas se utilizaron  geles de 
poliacrilamida al 7%, corridos en buffer TBE 0.5X (Tris-borato EDTA, 0045M; 
EDTA, 0.001M)  y N,N,N,N tetrametileno diamina (TMED) y persulfato de amonio 
10%, teñidos con bromuro de etidio (Figura 7). 
 
Figura 7. Patrones de bandas obtenidos con cada cebador para los medios hermanos de 





4.2.6.2 Análisis de los datos moleculares 
 
Con los patrones de bandas de ADN obtenidos de los medios hermanos se generó 
una matriz binaria de ausencia (cero) y presencia (uno). Las estimaciones de 
similitud fueron calculadas con el método de Nei y Li (1979). Se realizó un análisis 
cluster por el método UPGMA y se generó un dendrograma utilizando el paquete 
estadístico NTSYS-pc versión 2.0.  
Para el cálculo de la heterocigocidad y loci polimórfico se utilizó el paquete 
estadístico TFPGA versión 1.3. 
 
 
 
 
 
 
 
  
